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食品に混入した動物性異物の遺伝子を用いた同定法の検討
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　最近の食の安全に対する関心の高まりを受けて，食品に
混入する異物の同定試験に対する社会のニーズが増加して
いる．当所では食品に混入，もしくは付着した動物性異物，
すなわち昆虫や寄生虫などの種を特定することにより，混
入原因の推定や混入防止策の策定に貢献してきた．従来，
昆虫や寄生虫等の動物性異物の同定は，主に形態観察に
よって行われた．しかし，破損した検体や，幼弱な虫体の
場合には，同定が困難な例があり，検査依頼者の要求に応
えきれないケースがあった．
　感染症の分野では，ウイルスや細菌，一部の寄生虫など
の病原体の特異的なDNA塩基配列を検出し，種やグルー
プを同定する遺伝子同定法が普及している．また，主な食
品混入異物とされる昆虫や魚介類に寄生している寄生虫に
ついても，一部ではあるが，特異的なDNA塩基配列の比
較解析が，識別，同定に活用されている．
　そこで我々は，これらの動物性混入異物の同定に，遺伝
子を用いる方法を活用することを試みることとした．今回，
札幌市保健所から持ち込まれた刺身用のコショウダイ（長
崎県産）の筋肉中に認められた膿瘍様の黄褐色の異物につ
いて，顕微鏡観察による形態的な検：討を加えるとともに，
ミトコンドリア12SrRNA及びITS2領域の遺伝子解析
を行い，同定を試みたので報告する．
方 法
1．材　料
　検体は長崎県産のコショウダイPJ66オ。痂勿6勧∫o初。嬬
で，札幌市中央卸売市場で販売され，刺身調理中に筋肉の
数カ所に黄褐色の異物を認めた（図！a）．
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2．形態学的検討
　筋肉中の異物を実体顕微鏡下で観察し，その一部を取り
出し，プレパラート上で破砕した後，光学顕微鏡下で観察
を行った．
3．遺伝子解析
　DNAの抽出，　PCRによる増幅，塩基配列の決定は，
八木ら1）の方法に準じた．すなわちDNAの抽出は異物の
一部（約1mm角）から，市販のDNA抽出キット
QIAarnp⑪Mini　kit（QIAGEN社製）を用いて行った．
抽出したtotal　DNAを用いてPCRによる遺伝子の増幅
を試みた．PCRには，吸虫及び条虫類のミトコンドリア
12S　rRNA遺伝子DNAを増幅するためのプライマーセッ
ト2），5！一TTAAGATATATGTGGTACAGGATTAGA
TACCC－3’，5’一AACCGAGGGTGACGGGCGGTGTGT
ACC－3■，またITS2領域の増幅には，吸虫類の肝蛭
（翫so／o如ぬ勿翻。α）のITS2領域を増幅するために設計さ
れたプライマーセット3），5’一TGTGTCGATGAAGAGCG
CAG－3ノ，5なTGGTTAGTTTCTTTTCCTCCGC－3’，を
用いた．PCR反応混合液は，最終濃度が10　mM　Tris－
HCI，50　mM　KC1，1．5mM　MgC12，0．001％（w／v）ゼ
ラチン，0．2mMのdNTPの混合液，10　pmo1のプライ
マーセット，！．25単位のAmpliTaq　GoldTM耐熱性Taq
ポリメラーゼ（Perkin　Elmer　Co．）及び5μしのDNA試
料液で合計50μしとなるように調製した．12SrRNA遺
伝子の増幅のためのPCRの反応条件は，95℃で12分聞
インキュベートした後，熱変性：93℃，1分問，アニーリ
ング：55℃，L5分間，伸長反応：73。C，2分間の条件で
50サイクルとし，最後に72℃7分間の反応を行った．
ITS2領域の増幅は，95℃で12分間インキュベートした
後，熱変性：94。C，0．5分間，アニーリング：54℃，0．5
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分間，伸長反応：72℃，1分間の条件で50サイクルとし，
最後に72℃7分間の反応を行った．増幅したDNA断片
は，QIAquick⑭PCR　Purification　Kit（QIAGEN社製）
を用いて精製した後，サイクルシークエンス反応に供し，
ABI－PRISM　377　DNAシーケンサー（Perkin　Elmer
Co．）により塩基配列を決定した．得られた塩基配列は，
遺伝子解析ソフトGeneWorks⑪ver．2．5（lntelliGenetics，
Inc．）を用いてDDBJ／EMBL／GenBankに登録された塩
基配列データと比較解析を行った．
結果と考察
64％の相同性を示した（図2）．後者はディディモゾーン
科吸虫の魏406勿〃¢0200η1臨碗のITS2領域として登録
されている塩基配列（Accession　No．　AJ224751）と最も
高い相同性（79％）を示した（図3）．ITS2領域の塩基
配列の比較解析から，今回の異物が五1臨囲と近縁であ
ることが示唆された．このことは，二生目ディディモゾー
ン科吸虫と判断した形態学的検討による同定結果を支持す
るものと考える．
　ディディモゾーン科吸虫は，成虫が魚類の筋肉や鰐など
に寄生するが，ヒトへの寄生は報告されていない．被嚢を
1．形態学的検討
　異物は直径が1～2crnの球形もしくは紡錘形の黄褐色
を呈した袋状で（図1a），内部に直径約0．3～0．5mmの
紐状の構造物が幾重にも折りたたまれた状態で含まれてい
た（図1b，　c）．この紐状構造物の一部を取り出し，光学
顕微鏡下で観察したところ，大きさが24～29μm×
12～17μmのソラマメ状の粒子を多数認めた（図1d）．
これ以外の形態については確認が困難であった．検出状況
及びこれらの形態の観察結果から，異物は二生目ディディ
モゾーン科吸虫の成虫であると推定された．折りたたまれ
た紐状の構造物は細長い磁心の一部で，光学顕微鏡で観察
されたソラマメ状の粒子は子宮内の虫卵であると判断した。
2．遺伝子解析
　PCRにより増幅された産物のサイズは，12　S　rRNA遺
伝子は386bpで，　ITS2領域は521　bpであった．　DDBJ／
EMBL／GenBankへBLASTサーチにより照合したとこ
ろ，前者は相同性を持つものがなかったが，我々が塩基配
列を決定したウルグアイ産の肝蛭の同領域（未発表）とは
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　　図1　コショウダイの筋肉中に認めた異物
切り身に認められた黄色の異物（矢印）
シャーレに取り出した紐状の継体
顕微鏡下で観察された虫体の一部．内部に多数の虫卵を認める．
ソラマメ状の虫卵
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図2　今回の検体と肝蛭F∂sclola加ρ∂亡ノ。∂との12　S　rRNA遺伝子の部分配列の比較
　　　　　　　　　吸虫の一種である肝蛭とは64％の相同性を示した．
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図3　今回の検体と登録されていたディディモゾーン科吸虫’ηdod1のmozooη1esオer’
　　　　（Accession　No．　AJ224751）のiTS2領域内部の塩基配列の比較
　　　　　　　　　　　今回の検体とは79％の相同性を示した．
形成し，細長い体を有するディディモゾーン科吸虫として，
Ishii4）が，愛媛県高浜近海で捕獲されたマダイ∫㎏7欝
窺砺07の筋肉からGoπ砂。伽癬πs　o肱8痂ηz認n．　g．　n．　sp．
を報告した．中島ら5）も，岡山県備後灘産のマダイからこ
の吸虫を報告している．また，桃山ら6）は，山口県沿岸域
で捕獲されたマダイ及びコショウダイの筋肉から
Goπ磁）o威zs彿劾s　spp．を，ツクシトビウオ（≧ゆs♂％γ刎
勉齢曜粥406舵γ観痂の筋肉からディディモゾーン科吸虫
を報告している．今回の吸虫とこれらのディディモゾーン
科吸虫の相違については，体の全長，吸盤や咽頭の形状，
位置及びサイズなどの主要な形態の観察が困難であったた
め，検討できなかった．遺伝子解析については，今回増幅
に用いたプライマーにより，ミトコンドリア12SrRNA
及びITS2領域が増幅されることが明らかとなった．この
ことは，これらのプライマーを用いた解析が，このグルー
プの寄生虫の遺伝子同定に有効であることを示している．
現在までのDDBJ／EMBL／GenBank登録データは，今回
の寄生虫の種を決定するには十分でなかった．しかしなが
ら，これまで報告されているマダイやコショウダイに寄生
している吸虫との相違については，これらの試料を入手し，
塩基配列を比較検討することにより可能となる．また，明
らかに種が同定された二二のDNA試料があれば，種を決
定することも可能と考えられる．
　動物性混入異物として扱われる魚介類の寄生虫の多くは，
人の健康に影響を与えるものではない．ディディモゾーン
科吸虫もヒトへの感染は知られていない．このように，食
品における混入異物は，正確な同定により，消費者の健康
への危惧を払拭することができる．しかしながら，食品に
おける混入異物に対して，形態的な手法を用いた識別・同
定には限界がある．しかも，ディディモゾーン科吸虫のよ
うに極めて希な寄生虫では，形態による同定はより困難と
なる．今回用いた遺伝子DNAの塩基配列の比較解析によ
る異物の同定法は，試料からDNAを抽出精製した後，
PCRによるDNA増幅法と塩基配列の比較解析法を組み
合わせて識別同定に活用する手法であり，迅速・簡便に行
える利点を持っている．そのため今後も，遺伝子解析によ
る同定は，食品に混入した動物性異物に対する識別・同定
法として汎用されるものと考えている．なお，今回得られ
た遺伝子配列の情報はDDBJ／EMBL／GenBankに登録を
行った（Accession　No．　AB326108及びAB326109）．
　本調査研究は，平成19～2！年度一般試験研究「食品に
混入した動物性異物の遺伝子を用いた同定法の検討」の一
環として行われたことを付記します．虫体の形態学的同定
に当たりご助言をいただいた目黒寄生虫館巌城隆研究員，
山口県水産研究センター天社こずえ研究員及び東京大学小
川和夫教授に深謝します．
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